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摘要 :金属硫蛋白 (metallothionein , M T)是一类对重金属离子 (如 Zn2 + 、Cd2 + 、Hg2 + 等) 有很强亲和力 ,含丰
富半胱氨酸的低分子质量蛋白质。金属结合硫蛋白的电喷雾质谱表征通常是在接近中性条件下采用电喷
雾正离子检测模式进行的 ,然而在该条件下由于 M T 的离子化效率低而导致检测灵敏度低。选择 TRIS2醋
酸作为缓冲体系 ,在中性条件下采用负离子模式实现了对 Zn72M T22a 的灵敏检测。同时考察了可能影响负
离子响应的因素 ,包括溶液的 p H 值和 TRIS2醋酸的浓度。结果表明 ,在考察范围内采用较低的 p H 值和较
高浓度的 TRIS2醋酸均有利于金属结合硫蛋白电喷雾质谱信号强度的增加。
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Abstract : Metallot hioneins ( M Ts) are a group of cysteine2rich , low2molecular mass int ra2
cellular p rotein wit h a high affinity for metals , such as zinc , cadmium and mercury. The i2
dentification of metal2binding M T is usually carried out under neut ral condition by positive2
ion elect rosp ray ionization mass spect romet ry ( ESI2MS) . However , ESI2MS detection un2
der such conditions suffers f rom t he lack of sensitivity because of the low efficiency of p ro2
tonation during ESI process. A method was developed for t he sensitive detection of metal2
binding M T by negative2ion ESI2MS detection. The system involved t he use of Tris
(hydroxymet hyl )2aminomet hane ( TRIS) acetate solutions under near neut ral condition.
Factors may affect t he N I2ESI responses , such as p H and concent ration of TRIS acetate.
The result shows t hat lower p H under t he p H range evaluated , higher concent ration of
TRIS acetate would all favor t he MS detection.
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　　自从 Fenn 发展电喷雾电离技术以来[1 ] ,电
喷雾质谱 ( elet rosp ray ionization mass spec2
t romet ry ,ESI2MS)已经被成功地应用于研究各
种非共价键结合蛋白复合物 ,包括金属和蛋白的
复合物[2 ] 。一般说来 , ESI2MS 分析多肽或蛋白
时主要采用正离子模式 (positive2ion mode)进行
检测。蛋白上的碱性氨基酸残基 (如精氨酸、赖
氨酸、组氨酸和蛋白质的 N 端上的氨基) 在酸性
条件下与溶液中的 H + 具有足够大的结合常数 ,
使蛋白实现质子化从而带上正电荷。虽然在酸
性条件下 (通常为 0. 1 %～1 %的甲酸或乙酸) 采
用电喷雾正离子模式进行蛋白分析能够获得较
高的灵敏度 ,但是在研究非共价键结合蛋白复合
物的时候这样的条件并不合适 ,因为溶液的 p H
值在中性 (6～8)以外时 ,复合物间的非共价键相
互作用将被破坏[ 2 ] 。因此 ,将实验体系控制在中
性范围或接近生理条件左右 ,在非共价键相互作
用研究中至关重要[3 ] 。电喷雾负离子检测 (neg2
ative2ion ESI) 亦被用于多肽或蛋白质的质谱分
析[425 ] ,但这方面的研究相对少得多。电喷雾负
离子检测通常在 p H 8～10 下进行 ,该 p H 值范
围更为接近中性。因此 ,在研究非共价键蛋白复
合物时电喷雾负离子检测将是一种有效的手段。
金属硫蛋白 ( metallot hionein , M T) 是一类
对重金属离子 (如 Zn2 + 、Cd2 + 、Hg2 + 等) 有很强





用[627 ] 。Yu 等[ 8 ] 最先将 ESI2MS 用于 M T 的表
征 ,从此该技术被广泛用于研究金属与哺乳类动






不同的 p H 条件下 ,M T 在溶液中以不同形
态存在。p H 值接近中性时 ,M T 主要以结合金
属的形式存在 ;降低溶液的 p H 值 ,M T 的金属
可脱去 ,如 Zn 结合 M Ts 在 p H 5. 0 以下将脱去
金属 ,Cd 结合 M Ts 在 p H 4. 0 以下将脱去金
属。为了有效的对金属结合 M T 进行表征控
制 ,溶液的 p H 值极其重要。至今 ,已有不少关
于中性条件下金属结合 M T 的 ESI2MS 报
道[9211 ] ,但是 M T 的表征是在醋酸铵缓冲溶液中
采用电喷雾正离子模式进行检测的 ,在该条件下





对于天然条件下存在的 Zn 或 Cd 结合 M T ,
Zn2 + 或 Cd2 + 与蛋白结合将导致蛋白带上 6 个负
电荷 (7 个二价离子取代 20 个 H + ) [13 ] 。因此 ,
本工作拟采用电喷雾负离子模式检测金属结合
M T。在体外研究中 ,三羟甲基氨基甲烷 ( Tris




能用于 M T 的灵敏质谱检测的缓冲体系 ,考察




电喷雾质谱实验是在 Agilent 1100 八极杆2
四极杆质谱仪上进行的。蛋白分子质量的计算
及质谱的解析采用 Agilent Chemistation 软件。
1. 2 　试剂
醋酸铵 ,乙酸 (优级纯) :美国 Alfa Aesar 公
司产品 ;盐酸 (优级纯) :北京试剂厂产品 ;实验用
水 :经 Nanop ure Diamond (Barnstead , U SA)超
纯水制备装置制备 ;流动相和溶剂 :经氩气脱气
除氧 ,以避免 M T 被氧化。
Zn 诱导兔肝金属硫蛋白 :湖南麓谷生物有
限公司产品 ,该样品为经排阻色谱分离所得到的
混合 M Ts ;色谱柱为 Zorbax 300SB C18 柱 (150
mm ×2. 1 mm ,5μm ,300 ! ) 。
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1. 3 　气相色谱2质谱测定
1. 3. 1 　色谱条件 　流动相 A 为 10 mmol ·
L - 1 ;缓冲溶液 p H 7. 4 ;流动相 B 为乙腈 ;流速
0. 25 mL ·min - 1 。
1 . 3 . 2 　质谱条件 　采用流动注射 ( FIA) 进样 ,
进样阀为 7725i 型带有 5μL 采样环的六通阀
( Rheodyne , CA , U SA) ,流动相为 V (乙腈) ∶V
(水) = 10 ∶90 溶液 ,实验前质谱进行调谐以使
仪器达到最优状态 , ESI2MS 各操作参数列于表
1。所有的测定都在 3 次以上 ,连续 3 次进样达
到稳定后才开始质谱实验。
1 . 3 . 3 　测定方法 　混合 M T 采用 0～50 min 内
由 5 % B 上升到 10 % B 的梯度洗脱程序进行分
离。收集 M T22a 洗脱液 ,将洗脱液冷冻干燥后 ,
加入少量水 ,样品转移到截流分子质量为 3 kDa
的超滤离心管中 (Millipore ,U SA) ,超滤离心脱
盐 ,将脱盐后的样品作为储备液储存于 - 4 ℃冰
箱中。储存液中 M T 的浓度采用 Ellman 法进
行测定[14 ] ,储备液中 M T 的浓度为 2. 5 g ·L - 1 ,
M T22a 样品通过将 M T 储备液用所需的缓冲溶
液稀释得到。由于实验所用质谱仪分辨率的限
制 ,并且为了减少金属结合 M T 的种类 ,实验中
所用样品选择富含 Zn 而不含 Cu 的样品。由于
混合 M T 含有多种 M T 的亚型异构体 ,采用混
合 M T 进行实验将使所得质谱结果的谱峰难以
确认和归属 ,因此实验中先将混合 M T 在中性
条件下通过反相色谱进行分离 ,并且收集 19
min 洗脱的 M T 亚型异构体 (经质谱鉴定 ,该组
分为 M T22a) 。
表 1 　ESI2MS 的仪器操作参数
Table 1 　Parameters of ESI2MS instrument
操作参数 Parameters 设定值 Values
电离模式 ESI , 正离子或负离子
毛细管电压/ V 4 000
裂解电压/ V 100
干燥气温度/ ℃ 300
流速/ (mL ·min - 1) 0. 2
干燥气流速/ (L ·min - 1) 11
扫描范围 m/ z 800～1 800 (负离子) ;1 000～2 300 (正离子)
步长/ u 0. 15




M T 的质谱表征中 ,绝大部分采用正离子模式进
行检测 ,至今为止还没有发现采用负离子模式进
行表征的。选择在缓冲溶液中采用负离子检测
模式对金属结合 M T 进行表征主要基于两方面
的考虑 :第一 ,在中性条件下 ,金属 (如 Cd ,Zn)结
合 M T 以带负电的形式存在 ,因此采用负离子
检测有利于 M T 的质谱表征 ;第二 ,寻找一种缓
冲体系能够用于负离子模式下 M T 的灵敏质谱
检测。在中性条件下进行质谱表征时 ,醋酸铵和
碳酸铵两种缓冲体系是最常见的选择 ,然而 ,这
两种缓冲体系对 M T 的质谱检测效果均不理
想 ,即在这些缓冲体系中 M T 不能得到灵敏的
检测[ 12 ] 。为此 ,本工作的目标是寻找一种能用




征时发现 ,在溶液中添加 TRIS 碱有利于寡聚核
苷酸负离子的产生。将 TRIS 缓冲体系用于蛋
白质的质谱表征还没有报道。本工作考察了
TRIS 缓冲体系中 M T22a 的负离子 ESI2MS 响
应及不同因素对质谱响应的影响。
2. 1 　纯化得到 MT22a 样品的质谱鉴别
实验所用 M T22a 经反相液相色谱分离制
得 ,为了表征纯化后所得 M T22a 的纯度 ,采用电
喷雾质谱对 M T22a 样品进行鉴别。对 M T22a
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的鉴别是在 0. 1 %甲酸溶液中进行的 ,该条件下
结合在蛋白上的金属 ( Zn) 将被脱去 ,从而检测
得到脱金属硫蛋白的相对分子质量。该条件下 ,
样品中只检测到 M T22a 亚型异构体 ,测得 M T2
2a 的相对分子质量为 6 125。




或碳酸铵盐。对于 M T 的质谱分析 ,大部分是
在醋酸铵缓冲盐中采用正离子模式进行检测。
结合了 7 个 Zn 离子的 M T22a 在醋酸铵体系中
(p H 7. 4)的正离子检测质谱图示于图 1 (a) ,可
以看出 ,在该条件下 M T22a 以 + 3 和 + 4 这两种
电荷状态存在。通过工作站软件计算 ,这两组离
子对应的相对分子质量为 6 567。实验所测得相
对分子质量与 Zn72M T22a 理论计算得到的相对
分子质量 (6 568 ,apo2M T + 7Zn - 14 H + ) 相一
致。由图 1 (a) 较差的信噪比还可以看出 ,该条
件下 M T22a 的质谱响应低 ,实验所得结果与其
他研究结果一致[ 12 , 19 ] 。






下 ,采用负离子模式研究 M T22a 在醋酸铵体系
中的质谱响应 ,实验结果示于图 1 ( b) 。与正离
子检测所得的结果 ( + 3 和 + 4 两种离子) 相似 ,
采用负离子进行检测时在质谱图中可以发现对
应于 M T22a 的 4 - 和 5 - 两者负电荷状态。在
该条件下测得的相对分子质量 (6 567) 与采用正
离子检测所测得的相对分子质量一致。实验还
发现 ,在醋酸铵缓冲液中负离子模式下 M T22a
的质谱响应较正离子模式下强 (负离子模式下的
强度大约为正离子模式下的 1. 5 倍) 。即便如
此 ,在该条件下 M T22a 质谱响应的提高仍然十
分有限 ,因此有待于发展其他新方法以便能对金
属结合 M T 进行灵敏表征。
图 1 　10 mmol ·L - 1醋酸铵中 MT22a 样品的电喷雾质谱图
(a)正离子检测模式 ,p H 7. 4 ; (b)负离子检测模式 ,p H 7. 4
Fig. 1 　The ESI2MS spectrum of purif ied MT22a sample in 10 mmol ·L - 1 ammonium acetate
(a) positive2ion mode , pH 7. 4 ; ( b) negative2ion mode , pH 7. 4





雾过程中有效地去溶[20 ] 。TRIS 缓冲体系是生
物学家经常用于控制接近生理范围内 p H 值的
缓冲液之一 ,但 Pawlak 等[23 ]在研究 M T 的分离












上 ,本实验选择醋酸而非盐酸用于体系 p H 的调
节 (将 p H 由碱性调至中性) 。10 mmol ·L - 1
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TRIS2醋酸缓冲体系中 M T22a 的负离子质谱检
测结果示于图 2 ,在 TRIS2醋酸缓冲体系中发
现 ,M T22a 的质谱响应大大提高 (相对于醋酸铵
体系中的正离子质谱响应大约提高至 9 倍) 。在
该质谱图中 , m/ z 800～1 800 中有三组离子对
应于 M T22a ,它们所带的电荷分别为 4 - ,5 - 和
6 - 。通过计算得到 Zn72M T22a 的相对分子质
量为 6 567 ,该相对分子质量与该蛋白在醋酸铵
体系中测得的相对分子质量一致。
图 2 　10 mmol ·L - 1 TRIS2醋酸铵溶液( pH 7. 4)
中 MT22a 样品的质谱图(负离子检测模式)
Fig. 2 　ESI2MS spectrum of purif ied MT22a sample
in 10 mmol ·L - 1 TRIS2acetate buffer
( pH 7. 4 ,negative mode)







分析物的去质子化[ 22 ] 。除了负离子 ,溶液中存
在的正离子也将对被分析物的质谱响应产生显
著的影响。比较 M T22a 在醋酸铵中和在 TRIS2
醋酸体系中得到的不一样结果 ,后者得到的谱图
中 M T22a 带有更多的负电荷 ,并且去质子化离
子的响应强度值更高。由于这两种缓冲体系中
含有同样的负离子 (醋酸根离子) ,并且负离子的
浓度大体一致 (p H 7. 4 以下大部分质子化 ,即加
入的醋酸根浓度与浓度基本一致) ,故两者之间
的不同质谱响应主要是由于这两种体系中的阳
离子引起的。在 p H 7. 4 以下 ,铵离子是醋酸铵
体系中主要的阳离子 ,而 TRIS 是 TRIS2醋酸体





明 , TRIS 在质谱检测中能够通过吸收寡聚核苷
酸上释放出来的质子而使化学平衡向有利于形
成寡聚核苷酸负离子的方向移动 ,从而能够有效
地增强质谱信号。在水相体系中 ,M T 通过释放
出质子而使其带上负电荷。TRIS 对质子的强
吸收作用有利于 M T22a 在 TRIS2醋酸体系中负
离子的形成从而提高了质谱信号 ,并且使得
M T22a 能够带上更多的负电荷。
2. 4 　溶液 pH值对负离子质谱信号的影响
在电喷雾质谱中 ,p H 值对被分析物质的带
电状态及其电离效率有相当重要的影响。实验
考察了在接近中性范围内 ,p H 从 6. 0 到 9. 0 变
化过程对 M T22a 质谱信号的影响 ,其结果示于
图 3。可以看出 ,随着 p H 值增大 ,蛋白质的质
谱信号呈下降趋势 ,即 p H 的升高不利于 M T22a
质谱检测 ,从 p H 6. 0 到 9. 0 ,M T22a 质谱信号强
度的衰减值约为 50 %。低 p H 值对信号的增强
作用可以通过醋酸根离子的浓度变化来解释 ,较
低 p H 值的获得需要加入更多的酸 ,从而增大了
醋酸根离子的浓度。如前所述 ,醋酸根离子有利
于 M T 在电喷雾过程中的去质子化 ,因此增大
醋酸根离子浓度有利于被分析物质谱信号的增
强。然而 ,p H 的改变也会影响蛋白质在溶液中
的带电状态 ,较高的 p H 值有利于去质子化蛋白
离子的形成 ,从而有利于质谱信号的增强。研究
结果表明 ,在考察的 p H 值范围内 ,这种作用并
没有体现出来 ,M T22a 的质谱信号似乎与醋酸
根离子的浓度成正相关 ,即在该条件下醋酸根离
子对质谱信号的促进作用占据主导地位 ,从而使
得低 p H 有利于质谱的检测。由图 3 可以看出 ,
当 p H 超过 7. 4 后 ,质谱信号随着 p H 的升高迅
速衰减 ,为了获得较高的质谱信号 ,溶液的 p H
值选择在 6. 0～7. 4 比较适宜。虽然 p H 值选择
在较低的数值时 (如 6. 0) M T 能够得到较高的
响应 ,但 p H 低于 7. 4 后也增加了破坏非共价键
复合物间的弱相互作用的风险。因此 ,在分析非
共价键蛋白复合物时 ,将 p H 值选择在生理 p H
值下 (p H 7. 4)更加稳妥。
2. 5 　TRIS2醋酸浓度对 MT22a 质谱信号的影响
p H 7. 4 以下不同 TRIS2醋酸浓度对 M T22a
质谱信号的影响示于图 4。由图 4 可知 ,当
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图 3 　10 mmol ·L - 1 TRIS2醋酸溶液中
pH对 MT22a 负离子检测的影响
Fig. 3 　Effects of pH on the NI2ESI responses of
MT22a in 10 mmol ·L - 1 TRIS2acetate buffer
TRIS2醋酸浓度由 1 mmol ·L - 1 增加到 50
mmol ·L - 1 时 , M T22a 的质谱响应随着浓度的
增大而逐渐增大 ,并且增大的趋势越来越缓慢。
在质谱表征中 ,高浓度的盐通常会抑制被分析物
的质谱响应 ,然而对于 TRIS2醋酸缓冲体系 ,即




TRIS 和醋酸根离子都有利于增强 M T22a 的质










并用于表征 M T 与金属的结合形态。为了保持
蛋白与金属的结合 ,对 M T 的质谱表征通常在
中性条件下进行 ,然而 ,在该条件下 M T 的正离
子检测灵敏度低。本工作研究了一种能用于
M T 灵敏检测的方法 ,该方法选择 TRIS2醋酸作
为缓冲体系 ,在中性条件下采用负离子模式实现
了对 Zn72M T22a 灵敏的检测。该缓冲体系对
M T 检测的灵敏度提高主要来源于两方面的作
用 :其一 ,溶液中醋酸根离子气化时对质子的强
图 4 　pH 7. 4 下 TRIS2醋酸浓度
对 MT22a 负离子检测的影响
Fig. 4 　Effects of TRIS2acetate concentration
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